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論 文 内 容 の 要 旨 
目的 
早産でも特に予後不良の在胎 28週以前の早産率は 1980 年の 0.12％から 2007 年では
0.26％と 2倍以上に増加しており、大きな問題となっている。早産の主因は子宮内感染
に基づく絨毛膜羊膜炎（CAM）であることは知られているが、これまでの研究で切迫早
産例に抗生物質を投与しても早産予防効果は得られていない。これは菌の培養・同定に
約１週間を要するため、治療対象の選別を正しく行うことが困難で、適切な抗菌薬の選
択も不可能であるからであり、結果が判明した時には既に大半が早産に至っている。 
本研究では、（株）北海道三井化学および石川県立大学（森正之先生）との共同開発
による eukaryote-made Taq polymerase を用いて高感度、正確、そして迅速（３時間以
内）に羊水中の感染微生物の有無を判定し、複数菌感染では更に量的比較を行い、絨毛
膜羊膜炎に対して早期の抗菌薬治療に役立つ実践的な検査系を構築することを計画し
た。その結果、早産の予防、そして胎児の救命に役立てることが本研究の目標である。 
 
方法ならびに成績 
本研究では以下の方法を用い、高感度かつ正確な起炎微生物の PCR 検出系を構築した。
1, 細菌の検出においては、真核生物である酵母および植物細胞をホストとして、バク
テリア DNA のコンタミが皆無である eukaryote-made Taq Polymerase をリコンビナント
に作成し、bacterial universal primer を用いた高感度な PCR 検出を行った。更に、
細菌は検出するがマイコプラズマ・ウレアプラズマは検出しない独自のプライマーを
alignment software（ClustalX）を用いて設計し、 nested PCR の系を構築することで、
マイコプラズマ・ウレアプラズマとの混合感染を識別できるようにした。2, 真菌の検
出においては、細菌の場合とは逆に従来の Taq Polymerase と fungal universal primer
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を組み合わせ、高感度な PCR 検出を行った。3, マイコプラズマ・ウレアプラズマの検
出においては、上記の eukaryote-made Taq Polymerase の使用に加え、bacterial 
universal primer（細菌・マイコプラズマ・ウレアプラズマの全てを検出）とマイコプ
ラズマ・ウレアプラズマ特異的な primer を組み合わせた nested PCR の検出系を構築し
た。4，上記の細菌・マイコプラズマ・ウレアプラズマの検出においては、それぞれ同
じプライマーで 1st PCR を行い、次に同じ amplicon から nested PCR を行うことで、混
合感染時の量的比較を可能とし、抗菌薬治療に役立つ実践的な検査系を目指した。 
5，実際に 305 症例の羊水検体を用いて、1ｍｌのｻﾝﾌﾟﾙを超遠心後にﾍﾟﾚｯﾄ化し DNA
の抽出を行い、検査を実施した。6，培養法を用いた検出結果と我々の構築した PCR 法
による検出結果との一致率を調べたところ、細菌：87.9%, 真菌：99.7%, マイコプラズ
マ：93.1%, ウレアプラズマ：94.4%%であった。具体的な検出数は、細菌検出：培養（－）
PCR（－）224，培養（＋）PCR（＋）44，培養（＋）PCR(－）9，培養（－）PCR（＋）
28、真菌検出：培養（－）PCR（－）302，培養（＋）PCR（＋）2，培養（＋）PCR(－）
0，培養（－）PCR（＋）1、マイコプラズマ検出：培養（－）PCR（－）278，培養（＋）
PCR（＋）6，培養（＋）PCR(－）1，培養（－）PCR（＋）20、ウレアプラズマ検出：培
養（－）PCR（－）269，培養（＋）PCR（＋）19，培養（＋）PCR(－）2，培養（－）PCR
（＋）15 であり、いずれも PCR 法の方が、高い感度を示す結果が得られた。 
細菌・マイコプラズマ・ウレアプラズマにおける混合感染について、我々は患者羊水
検体 28 検体を用いて量的比較を試みた。その結果、明瞭に量的順位をつけることが可
能であった。また、細菌・マイコプラズマ・ウレアプラズマを全て検出するプライマー
を基準プライマーとして設定することで、検出結果を二重にチェックできるようにした。 
 
総括 
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我々は eukaryote-made thermostable DNA polymerase と nested PCR 法とを併用する
ことで、高感度・高特異度で信頼性の高い起炎微生物の検出を行うことを可能とした。
また、混合感染には量的比較を行うことで、細菌・マイコプラズマ・ウレアプラズマの
量的順位をつけ、抗菌薬選択に役立つ情報を付加できるようにした。 
子宮内感染症迅速検査の有用性が確認されれば超早産の減少、ハンディキャップをも
つ児の減少につながり社会的にも大きなメリットを有する。今後は菌の有無の検査のみ
に留まらず、起炎菌の迅速同定検査も組み合わせることで、子宮内感染症の早期治療に
役立てたいと考えている。 
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学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
【目的】  
早産の原因となる絨毛膜羊膜炎の早期診断を行うため、真核生物を利用して作成した
リコンビナント thermostable DNA polymerase を用いて高感度、高特異度かつ迅速（３
時間以内）に羊水中の感染微生物の有無の判定と起炎菌を同定し、さらに複数菌感染で
は量的比較を行うことで、絨毛膜羊膜炎に対して早期の適切な抗菌薬治療に役立つ実践
的な検査系を構築することを目的とした。 
 
【方法ならびに成績】 
真核生物（酵母および植物細胞）をホストとして、細菌 DNA のコンタミネーションが
皆無であるリコンビナントeukaryote-made thermostable DNA Polymeraseを作成した。
細菌検出においては、本酵素と bacterial universal primer を用いた高感度 PCR を行
った。更に、細菌は検出するがマイコプラズマ・ウレアプラズマは検出しない独自のプ
ライマーおよびマイコプラズマ・ウレアプラズマにそれぞれ特異的なプライマーを
alignment software（ClustalX）を用いて設計し、 nested PCR 法を行い、マイコプラ
ズマ・ウレアプラズマとの混合感染も識別できる検査システムを構築した。また、真菌
検出においては、細菌の場合とは逆に従来の thermostable DNA Polymerase と fungal 
universal primer を組み合わせた PCR 検出を行った。起炎菌の量的比較を行うために
同じプライマーで1st PCRを行い、次に同じampliconからnested PCR法を行うことで、
混合感染時の量的比較を可能とした。 
次に、305 症例の羊水検体を用いて、1ml のｻﾝﾌﾟﾙを超遠心後にﾍﾟﾚｯﾄ化し DNA の抽出
を行い、感染微生物の検出を行った。培養法での検出結果と開発した PCR 法による検出
結果との一致率を調べたところ、細菌：87.9%, 真菌：99.7%, マイコプラズマ：93.1%, 
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ウレアプラズマ：94.4%であった。検出感度においては PCR 法の方が高感度であった。 
混合感染が疑われた羊水検体 28 検体を用いて量的比較を試みた結果、細菌・マイコ
プラズマ・ウレアプラズマについて明瞭に量的順位をつけることが可能であった。 
 
【総括】 
eukaryote-made thermostable DNA polymeraseと nested PCR法とを併用することで、
高感度・高特異度で信頼性の高い起炎微生物の検出が可能であった。また、混合感染に
は量的比較を行うことで、細菌・マイコプラズマ・ウレアプラズマの量的順位をつける
ことができた。本研究の成果は、従来の培養法と比較して子宮内感染症の迅速診断に有
用であり、早期治療に貢献できることで、超早産児の減少につながり社会的にも大きな
メリットを有すると考えられる。 
以上のことから、羊水中の感染微生物の有無および複数菌感染で起炎菌の量的比較が
できることを初めて明らかにした点は新規性があり、絨毛膜羊膜炎に対して早期診断、
早期治療に役立つ実践的な検査系を構築したことは医学における学術的重要性も高く、
子宮内感染症の迅速診断と適切な抗菌治療により超早産児の減少を可能にする点で、そ
の臨床的発展性を強く期待できる。 
以上より本審査会は本論文を博士（医学）の学位に十分値すると判断した。 
